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る ATP バイオセンサーが開発された。そこで私はこの ATP バイオセンサー
(GO-ATeam)と Ca2+を検出する蛍光色素(fura-2)を組み合わせて、マウスの単一の生き
た単離膵島において ATP と Ca2+がインスリン分泌時にどのような挙動を示すのかを観
察し、インスリン分泌がどのように制御されているのかを明らかにしようと試みた。 
私は、グルコース、メチルピルビン酸、グルタミン/ロイシン刺激によってミトコン
ドリア、細胞質 ATP 濃度の増加に続いて細胞質 Ca2+濃度の急速な増加(第１相)を観察
することができた。エネルギー代謝の阻害剤により ATP の合成を阻害すると、これら
刺激を行っても細胞質 ATP 濃度の増加は見られなくなり、細胞質 Ca2+濃度の急速な増
加も観察することはできなかった。このことから、細胞質 ATP 濃度の増加が Ca2+濃度
の第１相の急速な増加に必要であると考えられた。グルコース刺激によるエネルギー代
謝の活性化の後、細胞質 ATP 濃度は高いレベルで維持されていた。一方、細胞質 Ca2+
濃度は急速な増加の後しばらくしてオシレーション(第２相)という挙動を示した。しか
し Ca2+オシレーション時に細胞質 ATP 濃度の明確なオシレーションを観察することは
できなかった。その後阻害剤でエネルギー代謝をブロックあるいはグルコース濃度を低















































GSIS                                     グルコース依存性インスリン分泌 
KATPチャネル	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	   ATP 感受性 K+チャネル 
SUR                                      スルホニルウレア受容体 
Kir6.X                                    内向き整流性 K+チャネル 
GLUT                                    グルコーストランスポーター 
VDCC                                    電位依存性 Ca2+チャネル 
FRET                                    フェルスター共鳴エネルギー移動 
[ATP]c	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 細胞質 ATP 濃度 
[ATP]m	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  ミトコンドリアマトリック内 ATP 濃度 
Δ[ATP]c	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  細胞質 ATP 濃度変化 
[ATP]pm	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  細胞膜直下における ATP 濃度 
[Ca2+]c	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	   細胞質 Ca2+濃度 
[Ca2+]pm	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 細胞膜直下における Ca2+濃度 
MP                                       メチルピルビン酸 
GDH                        	 	          グルタミン酸脱水素酵素 

























係していると考えられてきた(GSIS; glucose-stimulated insulin secretion)。特に、ATP




である Kir6.X から構成される 4:4 のヘテロ八量体である(3、4)。この KATPチャネルは

















	 一方 ATP のダイナミクスについては未だ不明な点が多い。これまでの酵素学的ある
いは化学的手法を用いた ATP の測定の結果、β細胞内の ATP レベルはグルコース刺激
で増加する(10、11、12)という報告とそれとは逆にあまり増加しない(13、14)という報
告がなされてきた。細胞内 ATP のターンオーバーは早く、細胞から ATP を抽出する過



















れていない。さらに Ca2+オシレーションと細胞質 ATP 濃度との相関についてもまだは
っきりと分からない。 
	 最近になり、フェルスター共鳴エネルギー移動(FRET)を利用した ATP バイオセンサ
ー(ATeam1.03, GO-ATeam)が開発された(20、21)。FRET は 2 つの蛍光物質の間で距
離と相対角度に応じて励起エネルギーが移動する物理現象であり、タンパク質内の構造
変化やタンパク質間の相互作用を測定する手法として用いられている。ATeam1.03 は、
CFP のバリアントである単量体 super-ECFP (enhanced cyan fluorescent protein、以
下 CFP)と YFP のバリアントである単量体 Venus (以下 YFP)を Bacillus subtilis の
FoF1-ATP合成酵素のεサブユニットのN末とC末にそれぞれ付加した構造をしている 
(20、Fig. 2 A)。また GO-ATeam は Fungia の OFP のバリアントである単量体
KOκ (kusabira orange、以下 OFP )と Aequoria の GFP のバリアントである円順列変
異体 cp173-単量体 EGFP (enhanced green fluorescent protein、以下 GFP)を Bacillus 
subtilis の FoF1-ATP 合成酵素のεサブユニットの N 末と C 末にそれぞれ付加した構造
をしている(21、Fig. 2 B)。ATP が存在しない時、これら ATP バイオセンサーを構成
する 2 つの蛍光タンパク質(CFP と YFP、および OFP と GFP)は FRET が生じる距離
にない。よってこの場合ドナーである CFP あるいは GFP を励起(CFP の場合 435 nm、
GFP の場合 470 nm)してもアクセプターとなる YFP や OFP にはエネルギーが移動せ
ず、CFP あるいは GFP の蛍光(CFP の場合 475 nm、GFP の場合 510 nm)が検出され
る。しかし ATP がεサブユニットに結合すると、これら ATP バイオセンサーの構造が
劇的に変化し、2 つの蛍光タンパク質の距離が近くなる。すると CFP あるいは GFP	 
(CFP の場合 435 nm、GFP の場合 470 nm)を励起すると FRET が生じ、YFP あるい
はOFPにエネルギーが移動することで、YFPあるいはOFPの蛍光(YFPの場合 527 nm、
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OFP の場合 560 nm)を計測することができる。従って、この蛍光強度比(YFP/CFP お
よび OFP/GFP)を FRET 効率と定義し、この変化を観測することで細胞内の ATP 濃度
の変化を可視化することができる。またこれらの ATP バイオセンサーは ATP に対する
親和性が高く、ADP、GTP といった他のヌクレオチドに対して非感受性である。さら
に生理学的な条件(pH7付近)では pH変化によるFRET効率の変化もほとんど起きない。
特に GO-ATeam は Ca2+の蛍光指示薬として広く用いられる fura-2 とスペクトルの重
なりがほとんどないので、単一細胞において ATP と Ca2+の同時イメージングをするこ
とが可能である(21)。fura-2 は、Ca2+濃度が高くなると 340 nm 励起の蛍光強度が上昇
し、380 nm 励起の蛍光強度が低下する。その時の蛍光強度比(R=F340/F380、以下
fura-2S/fura-2L)を計測することで Ca2+濃度を知ることができる。そこで私は、マウス
より単離した膵島においてこの ATP バイオセンサーと fura-2 を共に用いることで、細






























MIN6 細胞における [ATP]cの挙動  
	  
初めに私は、GO-ATeam1 がインスリン分泌細胞内で ATP の変化に応じて FRET 効
率(OFP/GFP)を変化させているのかを調べた。アデノウイルスによって GO-ATeam1
を発現させた MIN6(マウスインスリノーマ)細胞の細胞膜をα-hemolysin によって透過
化し、培地中の ATP の濃度を変化させ、FRET 効率を測定した。すると培地中の ATP
の濃度変化に応じて FRET 効率が変化した(Fig. 3 A)。このことから GO-ATeam1 がき
ちんとインスリン分泌細胞で機能していると考えられた。次に ATP 濃度を 7 mM と 8 
mM の間で交互に変化させた際に、FRET 効率の変化が見られるのかどうかを確認した。
すると ATP 濃度 1 mM の違いで 3.3 ± 0.8 % (mean±S.D. n=10)の FRET 効率の変
化が見られた(Fig. 3 B)。このことから、GO-ATeam1 は 1 mM 程度の ATP 濃度の違い
であれば十分検出することができると考えられた。 
	 そこで次に、MIN6 細胞についてグルコース刺激を行った時の細胞内 ATP の濃度変
化を測定しようと考えた。GO-ATeam1 を発現させた MIN6 細胞を 2.8 mM グルコー
ス入りのKRH培地で前培養を行い、グルコース濃度を 25 mMに変化させた時のFRET
効率(OFP/GFP)の変化を測定した。するとグルコース刺激により 5 ± 2 % (mean±
S.D. n=22)の FRET 効率の増加がイメージングを行った 73 %の細胞で見られた(Fig. 3 
C)。一方理由は不明であるが、残りの 27 %の細胞では顕著な FRET 効率の変化は見ら
れなかった。これら変化が見られなかった細胞のデータは Fig. 3 C には含んでいない。 
 
単離膵島におけるグルコース刺激時の [ATP]cと [ATP]mの挙動  
	  
	 次に私はマウスより膵島を単離しアデノウイルスを用いて GO-ATeam1 を発現させ、
グルコース刺激を行った際の ATP の挙動を測定した。2.8 mM グルコース入りの KRH
培地で前培養を行い、その後グルコース濃度を 25 mM まで変化させると、FRET 効率
(OFP/GFP)の急速な増加が見られた(Fig. 4 A)。こうした急速な増加は、ATP と結合で
きないようにバイオセンサーの FoF1-ATP 合成酵素のεサブユニットに変異
(R122K/R126K)を入れた GO-ATeam3 を用いた場合では観察されなかった(Fig. 4 B)。
これら結果から、高グルコース刺激によって観察された FRET 効率の増加は、[ATP]c
の上昇によるものであると考えられる。さらにグルコース刺激をしてから GO-ATeam1
の FRET 効率が増加するまでの時間は 22 ± 6 秒 (mean±S.D. n=13)であり、急速な
増加の後、[ATP]cは高いレベルで維持されていた。また 2〜20 mM の ATP を検出でき
る GO-ATeam1 の代わりに 1〜10 mM の ATP を検出できる ATeam1.03 (20)を発現さ
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せた膵島についても高グルコース刺激を行うと、GO-ATeam1 を発現させた場合と同様
に FRET 効率(YFP/CFP)の急速な増加が見られた(Fig. 4 C)。次に様々な濃度のグルコ
ースで刺激を行った際の[ATP]cを測定した。その結果、刺激したグルコース濃度に応じ
て[ATP]cの急速な増加が見られた(Fig. 4 D)。具体的には、同一膵島に対して、8.3 mM、
16.7 mM、25 mM のグルコース刺激を行うと、それぞれ 6 ± 3 、13 ± 2、15 ± 3 % 





た。すると膵島イメージングでの結果と同様に 25 mM グルコース刺激で 11 ± 3 % 
(mean±S.D. n=11)の FRET 効率の増加が見られた (Fig. 4 G)。 
	 次にグルコース濃度を下げた際の細胞質 ATP の挙動を調べる目的で、グルコース濃
度を 2.8 mM と 25 mM の間で交互に変化させた。すると予想通り、グルコース濃度を
下げると[ATP]cも減少した(Fig. 5 A)。このグルコース濃度低下による[ATP]cの減少は
グルコース濃度上昇による[ATP]c の増加よりも遅く、FRET 効率が減少する速度は増
加する時と比べておよそ 1/6 であった(Fig. 5 B)。また FRET 効率が 50 %変化するまで
にかかる時間はグルコース濃度を上げてからおよそ 90 秒であったのに対して、グルコ






合成酵素を阻害するオリゴマイシン A 処理時の FRET 効率の変化を観察した。膵島を
25 mM グルコース入りの KRH 培地で前培養を行いその後、ヨード酢酸やオリゴマイ
シン A で処理すると、いずれの場合も FRET 効率が減少した(Fig. 6)。 
	 また膵島には 80 %近いβ細胞の他にもα細胞やδ細胞といった細胞も含まれている
(22)。そこで単離した膵島のβ細胞内でグルコース刺激による FRET 効率の増加が見ら
れるのかを確認するために、RIP (rat insulin promoter)支配下で GO-ATeam1 を発現
するトランスジェニックマウス(未発表)を京都大学大学院医学系研究科の長嶋一昭先
生より分けていただき、このマウスの膵島を単離して[ATP]c をモニターした。すると
25 mM グルコース刺激により FRET 効率が増加した(Fig. 7)。この結果から単離したβ
細胞内でもグルコース刺激によって[ATP]cが増加することが確認できた。 
	 最後にグルコース刺激によってミトコンドリアでのエネルギー代謝が活性化するの




25 mM グルコース刺激により[ATP]mの急速な増加が観察された(Fig. 8 A)。細胞質の場
合と同様にmitGO-ATeam3を発現させた場合ではFRET効率に変化は見られなかった
(Fig. 8 B)。これら結果は、グルコース刺激によって単離膵島細胞内のミトコンドリア
での ATP の合成が活性化されたことを示している。 
	  
単離膵島におけるグルコース刺激時の [ATP]c、 [ATP]mと [Ca2+]cの挙動  
	  




ら 96 ± 33秒 (mean±S.D. n=19)後に、[Ca2+]cの増加が見られた(Fig. 9 AおよびB)。
この[ATP]c の増加や[Ca2+]c の増加は膵島内の全ての細胞で同時に開始されていた。こ
の結果は、ATP/ADP 比のバイオセンサーである Perceval を用いた過去の結果(16、17)
とほぼ一致している。また[ATP]mと[Ca2+]cの同時イメージングを行うと[Ca2+]cの増加




ード酢酸をおよそ 6 分間、あるいはオリゴマイシン A を 1.5〜3 分間処理した膵島に対
して 25 mM グルコース刺激を行うと、[ATP]cの増加は見られなくなった。一方[Ca2+]c
については[ATP]cの減少と並行してレシオ比(fura-2S/fura-2L)が徐々に微増したが、グ
ルコース刺激後の急速な増加は見られなくなった(Fig. 10 A および C)。[Ca2+]cが微増
した理由は、おそらく[ATP]cが減少することで ATP を用いて Ca2+をくみ出す小胞体や
細胞膜に存在する Ca2+ポンプの働きが抑えられた結果ではないかと考えられる。ヨー
ド酢酸やオリゴマイシン A 処理によっても、KATPチャネルブロッカーであるトルブタ






単離膵島におけるメチルピルビン酸刺激時の [ATP]c、 [ATP]mと [Ca2+]cの挙動  
	 













ない KRH 培地で単離膵島を前培養し、20 mM のメチルピルビン酸刺激を行い、細胞
内 ATP 濃度の変化を観察した。するとメチルピルビン酸刺激により[Ca2+]cの増加に先
んじて、[ATP]mと[ATP]cの急速な増加が観察された(Fig. 11 A および B)。メチルピル
ビン酸により培地 pH は 7.4 から 7 に低下したが、GO-ATeam1 の特性から、この範囲
の pH 変化は FRET 効率にはほとんど影響しないと考えられる。次にオリゴマイシン A
で処理した膵島に 20 mM のメチルピルビン酸刺激を行い、[ATP]cと[Ca2+]cを同時イメ
ージングした。すると、3〜4 分間のオリゴマイシン A 刺激の後メチルピルビン酸刺激
をしても、[ATP]c の増加は見られなかった。一方[Ca2+]c については[ATP]c の減少と並
行してレシオ比(fura-2S/fura-2L)で 1 から 1.5 まで徐々に上がったが、メチルピルビン
酸刺激後の急速な増加は見られなかった(Fig. 11 C)。[Ca2+]cが微増した理由は、おそら
く[ATP]c が減少することで ATP を用いて Ca2+をくみ出す小胞体や細胞膜に存在する
Ca2+ポンプの働きが抑えられた結果ではないかと考えられる。これら結果は、メチルピ
ルビン酸がミトコンドリアでの ATP 合成を活性化させることで Ca2+の流入を誘導して
いることを強く示唆している。	 
 







glutamate + NAD(P)+ ←→α-ketoglutarate + NH4+ + NAH(P)H の反応を触媒するが、
GDH をアロステリックに活性化させるロイシンがβ細胞のインスリン分泌を誘導する
ことがこれまでの研究で明らかにされている(31、32)。そこで私は、ロイシンが GDH
を活性化させることで、ミトコンドリアでの ATP 合成を促進して Ca2+の流入を引き起
こしていると考え、ロイシン刺激を行った際の細胞内 ATP 濃度と Ca2+濃度の変化を観
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察した。するとロイシンのみの刺激では[ATP]m は増加したが、[ATP]c には大きな変化
が見られず、[Ca2+]cの増加も見られなかった(Fig. 12 A および B)。またグルタミン単
独刺激も行ったが、[ATP]m、[ATP]cや[Ca2+]cに大きな変化は見られなかった(Fig. 12 C
および D)。そこで 10 mM のグルタミンを含む KRH 培地で膵島を 20 分間前培養した
後に 10 mM のロイシン刺激を行った。するとロイシン刺激により[ATP]mや[ATP]cの
増加に続いて、[Ca2+]cの急速な増加が観察された(Fig. 12 E および F)。10 mM のグル
タミンを含む培地で膵島を 20 分間前培養してその後オリゴマイシン A で 3〜5 分間処
理すると、10 mM のロイシン刺激をしても [ATP]c の増加は見られなかった。一方
[Ca2+]cについては[ATP]cの減少と並行してレシオ比(fura-2S/fura-2L)で 1から 1.5まで
徐々に上がったが、ロイシン刺激後の急速な増加は見られなかった(Fig. 13)。[Ca2+]c
が微増した理由は、おそらく[ATP]cが減少することで ATP を用いて Ca2+をくみ出す小
胞体や細胞膜に存在する Ca2+ポンプの働きが抑えられた結果ではないかと考えられる。
これら結果は、ロイシンが GDH の活性化を介してミトコンドリアでの ATP 合成を促
進させ、Ca2+の流入を誘導したことを強く示唆している。 
 







用いた膵島における ATP イメージング結果によると、高グルコース条件で周期が 133
秒のオシレーションが観察されたのみならず、低グルコース条件でも周期が 67 秒のオ
シレーションが観察された(33)。しかし Perceval を用いた ATP/ADP 比イメージング




きない。そこで私は GO-ATeam1 と fura-2 を用いてグルコース刺激時の単離膵島にお
いて[ATP]cの挙動と Ca2+オシレーションとを比較した(Fig. 14 A)。[ATP]cは 25 mM グ
ルコース刺激の後急速に増加した。一方、[Ca2+]cは第１相の増加の後しばらくして、周






相関関係は認められなかった(Fig. 14 B)。in vitro の実験により GO-ATeam1 は 10 秒
程度の ATP の濃度変化を検出することができる(21)ので、[Ca2+]c のオシレーションの
周期がおよそ 2〜5 分であることを考慮すると、もし[ATP]cが Ca2+オシレーションと同
期するならば観察することができるはずである。また 25 mM グルコース条件からさら
にグルコース濃度を 42 mM まで上げた時に FRET 効率もさらに増加した(Fig. 14 C)
ことから、25 mM グルコース条件下でも[ATP]c は GO-ATeam1 の検出範囲内(2〜20 
mM)(21)にあると考えられる。さらにグルコース濃度を段階的に上げていった場合でも、
[ATP]c は徐々に増加するが、[Ca2+]c と同期した顕著なオシレーションを示すことはな
かった(Fig. 15 A)。 
	 インクレチンホルモンの一種である GLP-1 は小腸の L 細胞より分泌されるホルモン
であり(34)、β細胞の GLP-1 受容体に作用してインスリン分泌を増強することから、近
年 2 型糖尿病治療で注目されている(35)。そこで GLP-1 受容体作動薬であるエキセン
ジン-4 存在下で[ATP]cと[Ca2+]cの挙動に変化が見られるのかを調べた(Fig. 15 B)。グ
ルコース濃度を段階的に上げると、エキセンジン-4 非存在下での場合と同様に 8.3 mM
の時に最初の[Ca2+]c の増加が見られた。さらにグルコース濃度を上げていくと、Ca2+
オシレーションが見られたが、その周期はエキセンジン-4 非存在下の場合は 140±40 






	 このように[ATP]c は[Ca2+]c がオシレーションしている時でも明確なオシレーション
はせずにむしろ高濃度で維持されることが分かった。そこで私は次に、高濃度で維持さ
れた[ATP]c が Ca2+オシレーションに必要かどうかを検証した。高グルコース条件で脱
共役剤である 4 µM CCCP によりミトコンドリアでの ATP の合成を阻害すると、Ca2+
オシレーションがすぐに停止した(Fig. 16 A)。またグルコース濃度を 25 mM から 2.8 











御されているのかを検討した(Fig. 16 C)。初めに 11 mM グルコースの条件で、[Ca2+]c
がオシレーションしている時に、グルコース濃度を 25 mM まで上げた。すると[ATP]c
の増加とともに、[Ca2+]cのオシレーションも維持されていた。その後再び 11 mM グル
コース条件に戻すと、[ATP]c が低下している時は[Ca2+]c のオシレーションが見られな
くなり、[ATP]cが一定になるとしばらくしてオシレーションが再開された。これら結果







KATPチャネルと Ca2+オシレーション  
	  
	 Fig. 16 で、細胞外グルコース濃度が低下し[ATP]c が一定になるまで減少している
間はグルコースの絶対濃度に関わらず Ca2+オシレーションが見られなくなることを示
した。ATP は KATPチャネルに結合することでチャネル活性をブロックすることが知ら




初めに 100 µM のトルブタミド条件で[Ca2+]cをオシレーションさせた。Ca2+オシレーシ
ョン時に[ATP]c は、[Ca2+]c と逆相関の関係にあった。具体的には[Ca2+]c が増加すると
[ATP]cは減少し、[Ca2+]cが減少すると[ATP]cは増加した。これは Ca2+の流入に伴う ATP
消費を示唆していると考えられる。その後トルブタミド濃度を 500 µM にすると[Ca2+]c
が増加したのと同時に[ATP]cが減少した。グルコース刺激の場合はグルコース濃度を上
げても Ca2+オシレーションは観察され続けていたのに対して、トルブタミド刺激の場
合、500 µM では Ca2+濃度は高レベルで維持されていた。ATP とスルホニルウレアで
あるトルブタミドはスルホニル受容体のそれぞれ異なる場所に結合することが分かっ
ているので、この相互作用部位の違いによって[Ca2+]cのダイナミクスのパターンが異な










ATP と第１相の Ca2+の流入との関係  
 
	 本研究で私は、GO-ATeam1 と fura-2 を用いることで単一のマウス膵島において細
胞内 ATP 濃度と細胞質 Ca2+濃度の同時イメージングを行った。その結果、グルコース、
メチルピルビン酸、あるいはグルタミン/ロイシン刺激により[ATP]mや[ATP]cの急速な
増加に続いて[Ca2+]cの急速な増加が見られることを明らかにした(Fig. 9、11 A および




と[Ca2+]cの増加が見られなくなった(Fig. 10 A および C、11 C、13)ことから、エネル
ギー源が何であれ、ミトコンドリアでの代謝の活性化によって引き起こされる[ATP]c
の増加が第 1 相の Ca2+の流入に必要であることを強く示唆している。 
	  













て[ATP]cの明確なオシレーションは観察されなかった(Fig. 14 A および B)。私は、25 
mM のグルコース条件で Ca2+オシレーションが観察されている時でも [ATP]c は
GO-ATeam1 の計測範囲内(2〜20 mM) (21)にあることを示した(Fig. 14 C)。また、
GO-ATeam1 がインスリン分泌細胞において ATP の 1 mM 程度の濃度変化であるなら
ば検知できるバイオセンサーであることも確認した(Fig. 3 B)。さらに GO-ATeam1 は









それに続いて[ATP]pm が低下し、[Ca2+]pm が低下するとそれに続いて[ATP]pm が増加す
るからである。一方、エネルギー代謝の活性化によりミトコンドリアから多くの ATP
が細胞質に供給されることを考えると、β細胞の細胞質全体の ATP 濃度が Ca2+オシレ
ーション時や[ATP]pm のオシレーション時にほとんど一定に保たれていても何ら不思
議ではない。 
	 ミトコンドリアでの ATP 合成を阻害、あるいはグルコース濃度を下げて抑制すると、
[ATP]c が下がりはじめるのとほぼ同時に Ca2+オシレーションが見られなくなった(Fig. 
16 A および B)。これら結果より、[ATP]cがオシレーションすることよりもむしろ、高
いレベルで維持されていることが Ca2+オシレーションに必要であると考えられる。ま













KATPチャネルの制御と Ca2+オシレーション  
 

















濃度変化(Δ[ATP]c)が 0 以上となり KATP チャネルはオシレーション状態を維持してい
る。やがてグルコース濃度が下がりだすとΔ[ATP]cが負となり KATPチャネルはすぐに
オシレーション状態から安定状態へと移行し、Ca2+オシレーションも停止する。 
	 本研究結果から私は、ATP が Ca2+と共にオシレーションする因子ではなくて、KATP
チャネルの２つの状態(オシレーション状態と安定状態)の切り替えにおいて重要な役
割を担い、Ca2+オシレーションの有無を決定する機能を果たしているのではないかと推
測している(Fig. 18) 。 
 
ATP と KATPチャネルの制御  
 
	 これまでの研究で KATPチャネルには 2 つのヌクレオチド結合ドメインがあり、ATP
や ADP が結合/解離することでチャネル活性が変化することが知られている(2)。本研
究でグルコース刺激によって、GO-ATeam1 の FRET 効率の変化が観察されたことか
ら、β細胞内の ATP 濃度は GO-ATeam1 の計測範囲内(2〜20 mM)(21)にあると推測さ
れる。一方 Mg2+非結合型 ATP に対する KATPチャネルの Ki値はおよそ 10 µM である
ことがこれまでの研究から明らかにされている(3、42)ので、一見すると mM レベルの
ATP の変化が KATPチャネルを制御することはできないように思える。しかし、実際の



















って引き起こされる[ATP]m と[ATP]cの増加が第 1 相の Ca2+の流入に必要であること、
また[ATP]c がオシレーションではなく高濃度で維持されることがグルコース刺激によ
































  トルブタミド、メチルピルビン酸、Carbonylcyanide 3-Chlorophenylhydrazone 
(CCCP)は和光純薬より購入した。オリゴマイシン A は Fluka より購入した。
Fura-2-AM は同仁化学より購入した。ヨード酢酸、エキセンジン-4 は Sigma より購入
した。その他試薬はナカライテスクより購入した。 
 
MIN6 細胞の培養  
  
MIN6 細胞(53)は 25 mM グルコース、15%牛血清(Sigma)、55 µM β−メルカプトエ
タノール(Gibco)、100 units/ml ペニシリン、100 µg/ml ストレプトマイシンを含む





た。0.5 mg/ml コラゲナーゼ溶液を総胆管より注入し膵臓を回収し 37℃で 40 分間イン
キュベートした。その後、2.8 mM グルコースを含む Hanks 溶液で 2 回洗浄し、フィ
コールを用いた密度濃度勾配遠心法を行い、ハンドピックで膵島を回収した。回収した
膵島は 11 mM グルコース、10%牛血清(Cell Culture Bioscience)、100 units/ml ペニシ
リン、100 µg/ml ストレプトマイシンを含む RPMI1640 培地で 37℃、5%CO2の条件で




	 Staphylococcus aureus由来の 100 µg/ml α-hemolysin (Sigma)処理(37℃ 30分)によ
り細胞膜の透過化を行った。細胞膜の透過後、細胞内溶液(140 mM KCl、6 mM NaCl、
1 mM MgCl2、0.465 mM CaCl2、2 mM EGTA、12.5 mM Hepes (pH7.0))に置換し





イメージングには、ATeam1.03 あるいは種々の GO-ATeam を発現させるためのアデ
 21 
ノウイルスを MIN6 細胞あるいは野生型マウスより単離した膵島細胞に 15 時間感染さ
せ、培地を交換した。その後 1 日間、37℃かつ 5% CO2の条件で培養を行った。ATP バ
イオセンサーを発現させるためのアデノウイルスは大阪大学大学院医学系研究科の木
岡先生よりいただいた。Ca2+イメージングには、終濃度が 2-5 µM の fura-2-AM をロー
ドし 30 分間インキュベートした。特段の記載がない限りイメージング前に細胞を、
Krebs-Ringer-Hepes (KRH)培地(119 mM NaCl、4.74 mM KCl、1.19 mM KH2PO4、
1.19 mM MgCl2-6H2O、2.54 mM CaCl2、25 mM NaHCO3, 10 mM Hepes、0.1 % BSA 
(pH7.4)、2.8 mM glucose)で 40〜50 分間培養した。顕微鏡は Ti-E-PFS (Nikon)の倒立
顕微鏡を用い、対物レンズは CFI Super Fluor 40x oil: NA 1.30 (Nikon)を使用した。
励起フィルター(Semrock)、ダイクロイックミラー、バリアフィルター(Semrock)は以
下の組み合わせを使用した。ATeam1.03 を用いたイメージングには、438/24 - DM458 
- 483/32 (CFP) もしくは - 542/27 (YFP)を、GO-ATeam を用いたイメージングには、
482/18 - DM495 - 520/35 (GFP) もしくは - 579/34 (OFP)を使用した。fura-2 を用い
たイメージングには、340/26 (fura-2S) - もしくは 387/11 (fura-2L) - DM400 - 510/84
を使用した。蛍光画像の取得については ORCA-AG cooled CCD camera (Hamamatsu 
Photonics)を使用し、10 秒毎で撮影した。顕微鏡システムは NIS-Elements (Nikon)に








without GFP-CheW, EFS031 cells harboring pTH2300 were grown in TB
containing 30 mM IPTG and 25 mg/mL chloramphenicol at 30!C for 5 h.
For measurements of cells producing constitutively active CheY, EFS031
cells harboring pTH2300 and pAH115 were grown at 30!C for 5 h in TB
containing 30 mM IPTG, 25 mg/mL chloramphenicol, and 50 mg/mL ampi-
cillin. For the measurement of cheZ-deleted cells, EFS032 cells harboring
pTH2300 were grown in TB containing 30 mM IPTG and 25 mg/mL chlor-
amphenicol at 30!C for 5 h. To investigate complementation by a CheZ
expressed from a plasmid, EFS032 cells harboring pTH2300 and pFSZ1
were grown in TB containing 30 mM IPTG, 0.002% arabinose, 25 mg/mL
chloramphenicol, and 50 mg/mL ampicillin at 30!C for 5 h. For the
measurement of artificial filamentous cells, EFS031 cells
harboring pTH2300 and pBAD24-GFP-CheW were grown in TB contain-
ing 30 mM IPTG and 0.002% arabinose at 30!C for 3 h. Cephalexin was
added to a final concentration of 50 mg/mL, and the cells were grown for
an additional 2 h at 30!C.
Measurement of flagellar rotation
Cells were suspended in 10 NaMB (10 mM Potassium phosphate buffer at
pH 7.0; 0.1 mM EDTA-2K, pH 7.0; and 10 mM NaCl, 75 mM KCl) and the
cell suspensions were loaded into the space between 18 " 18 and 24 "
50 mm coverslips with a spacer and incubated for 10 min to allow the cells
to attach to the coverslip. The space between the coverslips was gently
perfused with additional 10 NaMB to remove the remaining unattached
cells. A suspension of polystyrene beads, diameter 0.5 mm, was injected,
and the mixture was incubated for 10 min to allow the beads to attach to
the flagellar filaments. The space between coverslips was gently perfused
again with additional 10 NaMB to remove unattached beads.
The rotational motions of the beads were observed under phase-contrast
microscopy (IX71; Olympus, Tokyo, Japan) and recorded with a high-speed
charge-coupled device (CCD) camera (model No. IPX-VGA210LMCN;
Imperx, Boca Raton, FL) at 1250 frames/s. Phase-contrast images of
each bead were cropped to the proper pixel-size (11 " 11 – 13" 13 pixels)
by the free software ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/). Phase-contrast
images of each bead were fitted by a two-dimensional Gaussian function,
and the position, angular velocity, and rotational direction of the bead
were calculated using analytical programs written in-house using Labview
2009 (National Instruments, Austin, TX).
The spatial resolution of our measurement system was confirmed to be
1 nm, which corresponds to an angular resolution of 0.3!. To observe the
GFP-CheW, a blue laser beam (Sapphire 488-20-SV; Coherent, Hercules,
CA) was focused on the back focal plane of the objective lens (UPlanFl
40" NA 0.75 Ph2; Olympus). The fluorescence images were recorded
with the high-speed CCD camera at two frames/s after measuring the rota-
tional motion of the beads.
Preparation of data set for correlation analysis
To analyze the correlation in the switching between flagellar motors, the
rotational speed was classified into three states by the following procedure.
The time-trace of the rotational speed was filtered by the Chug-Kennedy
filtering algorithm (C-K filter) (10), using an analytical window of
100 data-points and a weight of 10 (see Fig. S1 A, middle trace, in the
Supporting Material). From the trace of the rotational speed run through
the C-K filter, a rotational speed of >20 Hz, between 520 Hz, and
<#20 Hz were assigned as CCW rotation (þ1), pause (0), and CW rotation
(#1), respectively (see Fig. S1 A, bottom trace). The resultant traces of rota-
tional direction against time were then subjected to the correlation analysis.
Correlation analysis
The correlation analysis was performed by applying Eq. 1 to the time traces



























where Z is the function used for the correlation analysis, t is time, t is the
time difference, N is the total number of sampling points, and x(t) and y(t)
are the time traces of the rotational directions of two motors, respectively.
In cells producing GFP-CheW, this function was applied based on the motor
closer to the fluorescent patch at one of the cell poles. We analyzed motors
separated by <2 mm (cells were <3 mm long). All correlations (Z(t))
were calculated (#1 & Z & 1) by Eq. 1 using the traces for 1 min
(75,000 data points).
RESULTS
Simultaneous measurement of the rotation
of multiple flagellar motors
We simultaneously measured the rotation of motors of indi-
vidualE. coli cells that were normal-sized andwell energized
(11) by combining a high-speed camera (1250 frames/s) and
the bead assay method described in our previous studies
(12–14) (Fig. 1 A). A polystyrene bead was attached to
each of the sticky flagellar filaments (7). The spatial resolu-
tion of our measurement system was confirmed to be 1 nm,
which corresponds to an angular resolution of 0.3! of motor
rotation. A representative image is shown in the left panel of
Fig. 1 B, in which two cells, one with two motors (motors 1
and 2) and the other with onemotor (motor 3) that are labeled
by beads, are observed side by side. The rotational motion of
each bead was recorded sequentially (Fig. 1 C), and the
rotational speed and direction was calculated by the proce-
dure described in Materials and Methods. These cells also
express a GFP-fused form of the chemotaxis protein CheW,
which is associated with chemoreceptors. The fluorescence
image in the right panel of Fig. 1 B indicates the position of
the GFP-CheW cluster in each cell, which represents the
position of the chemoreceptor patch.
Coordinated switching of the rotation
of two motors on the same cell
The rotational motion of each bead was analyzed to obtain
the time trace of the rotational speed and directional switch-
ing of the motor, as shown in Fig. 2 A. Motor 1 (red trace in
the upper panel of Fig. 2 A) and motor 2 (blue in the
middle), which were on the same cell, often showed coordi-
nated switching in their rotational direction both from CCW
to CW (CCW-to-CW switching) and from CW to CCW
(CW-to-CCW switching), but the switching of motor 3 on
the other cell showed no coordination with either motor 1
or 2 (see also Movie S1 in the Supporting Material). To
verify the coordination of the switching between motors 1
Biophysical Journal 100(9) 2193–2200
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Figure	  3.	  MIN6細胞における[ATP]cの挙動	  
MIN6細胞にGO-­‐ATeam1を発現させた。(A)	   細胞膜を透過化したMIN6細胞に対して、MgATPの濃度を変
えて、OFP/GFPレシオをモニターした(n=9)。(B)	   細胞膜を透過化したMIN6細胞に対して、MgATPの濃度を
7	   mMと8	   mMで交互に変えて、OFP/GFPレシオをモニターした(n=10)。(C)	   MIN6細胞に対して、25	   mMの
グルコース刺激を行い、その時のOFP/GFPレシオをモニターした(n=22)。トレースは平均±S.D.を表してい
る。OFP/GFPレシオに変化が見られなかったものについては除外した。	
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Figure	  4.	  グルコース刺激時の単離膵島における[ATP]cの挙動	  
(A,	   B)	   	  マウス単離膵島にGO-­‐ATeamを発現させ、25	  mMのグルコース刺激を行った際のOFP/GFPレシオ
をモニターした。AではGO-­‐ATeam1	   (n=13)を、BではGO-­‐ATeam3	   (n=4)をそれぞれ膵島に発現させた。(C)	  
単離膵島にATeam1.03(AT1.03)を発現させ、25	  mMのグルコース刺激を行った際のYFP/CFPレシオをモニ

















































































































































































































Figure	  5.	  グルコース濃度低下時の単離膵島における[ATP]cの挙動	  
単離膵島にGO-­‐ATeam1を発現させた。(A)	  グルコース濃度を2.8と25	  mMの間で交互に上げ下げした時の
OFP/GFPレシオをモニターした(n=9)。(B)	  グルコース濃度を2.8から25	  mMに上げた時と、25から2.8	  mMに
下げた時とで、OFP/GFPレシオの平均変化率を算出した。それぞれ値は平均±S.D.で表しており、t検定の
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Figure	  6.	  エネルギー代謝阻害時の単離膵島における[ATP]cの挙動	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Figure	  8.	  グルコース刺激時の単離膵島における[ATP]mの挙動	  
(A、B)	   単離膵島にmitGO-­‐ATeamを発現させ、25	   mMのグルコース刺激を行った際のOFP/GFPレシオをモ
ニターした。AではmitGO-­‐ATeam1	  (n=7)を、BではmitGO-­‐ATeam3	  (n=4)をそれぞれ膵島に発現させた。  	
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Figure	  9.	  単離膵島におけるグルコース刺激時の[ATP]cと[Ca2+]cの挙動	  
単離膵島にGO-­‐ATeam1(A、B)またはmitGO-­‐ATeam1(C)を発現させ、fura2をロードした。(A、B)	   25	   mMグル
コース刺激を行った際のOFP/GFPレシオ(以下[ATP]c)とfura-­‐2S/fura-­‐2Lレシオ(以下[Ca2+]c)を同時にモニ
ターした(n=19)。Aは擬似色化したそれぞれのレシオ画像で、表記された時間はBにおけるタイムコースの
時間と一致する。またBはAで示したROIを定量化した値である。(C)	   25	   mMグルコース刺激を行った際の
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Figure	  10.	  エネルギー代謝阻害剤存在下の単離膵島におけるグルコース刺激時の[ATP]cと[Ca2+]cの挙動	  
単離膵島にGO-­‐ATeam1を発現させ、fura2をロードした。(A、B)	  1	  mMヨード酢酸で膵島を処理した後、グル
コース刺激(A;	   n=6)、あるいはトルブタミド刺激(B;	   n=6)を行った際の、[ATP]cと[Ca2+]cをモニターした。(C、D)	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Figure	  11.	  単離膵島におけるメチルピルビン酸刺激時の[ATP]c、[ATP]mと[Ca2+]cの挙動	  
単離膵島にGO-­‐ATeam1(B、C)またはmitGO-­‐ATeam1(A)を発現させ、fura2をロードした。(A、B)	  グルコース
を除いた条件で20	   mMのメチルピルビン酸(MP)刺激を行った際の、[ATP]m	   (A;	   n=5)あるいは[ATP]c	   (B;	  
n=7)と[Ca2+]cを同時にモニターした。 (C)	  グルコースを除き、1	  µg/mLオリゴマイシンAで膵島を処理した後、
20	   mM	   メチルピルビン酸(MP)刺激を行った際の[ATP]cと[Ca2+]cを同時にモニターした(n=6)。黒線は








































































































































































































































































Figure	  12.	  単離膵島におけるグルタミン/ロイシン刺激時の[ATP]c、[ATP]mと[Ca2+]cの挙動	  
単離膵島にGO-­‐ATeam1(B、D、F)またはmitGO-­‐ATeam1(A、C、E)を発現させ、fura2をロードした。(A、B)	   低
グルコース(2.8	   mM)条件で10	  mMのロイシン(Leu)刺激を行った際の、[ATP]m	   (A;	   n=5)あるいは[ATP]c	   (B;	  
n=4)と[Ca2+]cを同時にモニターした。(C、D)	   低グルコース(2.8	   mM)条件で10	   mMのグルタミン(Gln)刺激を
行った際の、[ATP]m	   (C;	   n=3)あるいは[ATP]c	   (D;	   n=5)と[Ca2+]cを同時にモニターした。(E、F)	   低グルコース
(2.8	  mM)かつ10	  mMグルタミン(Gln)を含んだ条件で10	  mMのロイシン(Leu)刺激を行った際の、[ATP]m	  (E;	  
n=5)あるいは[ATP]c	  (F;	  n=5)と[Ca2+]cを同時にモニターした。黒線は[ATP]c	  (B、D、F)もしくは[ATP]m	  (A、C、E)
を、赤線は[Ca2+]cを表している。	  
	   39	
Figure	   13.	   オリゴマイシンA存在下の単離膵島におけるグルタミン/ロイシン刺激時の[ATP]cと[Ca2+]cの挙
動	  
単離膵島にGO-­‐ATeam1を発現させ、fura2をロードした。低グルコース(2.8	   mM)かつ10	   mMグルタミン
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Figure	  14.	  単離膵島におけるグルコース刺激時の[ATP]cと[Ca2+]cの挙動とその相関	  




















































Figure	  15.	  単離膵島における段階的グルコース刺激時の[ATP]cと[Ca2+]cの挙動	  
単離膵島にGO-­‐ATeam1を発現させ、fura2をロードした。(A)	   2.8	   mMグルコース条件で膵島を前培養した
後、グルコース濃度を段階的に25	   mMまで上げた際の、[ATP]cと[Ca2+]cを同時にモニターした(n=12)。(B)	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Figure	  16.	  単離膵島におけるエネルギー代謝阻害、抑制時の[ATP]cと[Ca2+]cの挙動	  
単離膵島にGO-­‐ATeam1を発現させ、fura2をロードした。(A)	  25	  mMグルコース条件で[Ca2+]cがオシレーショ
ンしている際に4	   µM	   CCCP刺激を行い、[ATP]cと[Ca2+]cを同時にモニターした(n=5)。(B)	   25	   mMグルコース
条件で[Ca2+]cがオシレーションしている時にグルコース濃度を2.8	   mMまで低下させ、[ATP]cと[Ca2+]cを同時
にモニターした(n=5)。(C)	   11	   mMグルコース条件で[Ca2+]cがオシレーションしている状態でグルコース濃度
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Figure	  18.	  モデル図	  
　KATPチャネル、Ca2+オシレーション、ATPの関係を表したモデル図。KATPチャネルにはオシレーション状態と
(oscillatory	   form)と安定状態(stable	   form)という2つの状態があり、リガンド濃度の変化に応じてこの2つの
状態のいずれかをとると想定した。ATPはオシレーションをする因子ではなく、KATPチャネルの2つの状態の
切り替えに重要であると考えた。	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